
























氏  名  香山 賢一 
 
目次 
要約  ------------------------------------------------------ 3 
緒言  ------------------------------------------------------ 4 
材料と方法  ----------------------------------------------------- 8 
結果     -----------------------------------------------------18 
考察    -----------------------------------------------------29 
謝辞  ------------------------------------------------------32 











  ポリ ADP-リボシル化反応は DNA の塩基除去修復をはじめとしたゲノム安定性や転写調
節など様々な生理的機能に関与するタンパク質翻訳後修飾であり、細胞内では主に
poly(ADP-ribose) ポリメラーゼ (PARP)ファミリーによって触媒される。近年 PARP 阻害
剤は単剤で、BRCA がん抑制遺伝子変異をもつ乳がん、卵巣がんに効果を発揮する抗がん


















生ずる酵素反応である (Fig. 1) [2,3]。  
 
Fig. 1.  PARP によるポリ ADP-リボシル化反応 
 PARP は翻訳後修飾の一つであるポリ ADP-リボシル化反応を触媒する。この反応は標的
タンパク質に NAD+を基質として ADP-ribose の付加を行う。また PARP は ADP-ribose の
重合により、直鎖または分岐構造を持った Poly ADP-ribose 鎖を形成する反応も行う。  
 
 
 細胞内でポリ ADP-リボシル化は主に poly(ADP-ribose) ポリメラーゼ (PARP)ファミリ




ている [5, 6]。PARP ファミリーの一つ human PARP1 (h-PARP1)は、細胞内でも も多
くまた良く研究された分子であり、DNA の塩基除去修復の開始過程に深く関わっているこ
とが知られている[7]。 
 h-PARP1は DNA上のニックを認識し、ニックの部分に結合して高度に活性化され[8 -10]、
h-PARP1 を含む種々のアクセプタータンパク質にポリ ADP-リボシル化を行う[11]。この翻
訳後修飾で作られたポリ(ADP-リボース)[poly(ADP-ribose)] に DNA 修復因子である
XRCC1、DNA ポリメラーゼ、DNA リガーゼがリクルートされ、塩基除去修復等の DNA




Fig. 2.  ポリ ADP-リボシル化による DNA 修復 
 ポリ ADP-リボシル化反応は、DNA 修復に関与している。PARP1 は DNA1 本鎖切断で
ある nicked dsDNA 等の損傷 DNA を認識し、結合して活性化され、PARP1 自身をアクセ
プターとして poly(ADP-ribose)を合成する。この poly(ADP-ribose)鎖に DNA ポリメラー





 この反応を阻害する PARP 阻害剤は近年、単剤で BRCA がん抑制遺伝子変異をもつ乳が
ん、卵巣がんなどに効果を発揮する抗がん剤として期待されている (Fig. 3) [14]。この現象
は合成致死と呼ばれ、PARP1 阻害剤単剤でがん治療ができるために 近注目され、その






Fig. 3.  PARP 阻害剤による合成致死メカニズム 
 PARP1 は、がんの創薬ターゲットとして注目されている。BRCA がん抑制遺伝子に変異
をもつ乳がんや卵巣がんの細胞では、DNA 複製時に BRCA による DNA2 本鎖切断修復が
行われない。しかし PARP1 が損傷 DNA の修復を行うことで、がん細胞が生き残り増殖す
る。一方、 近承認されたオラバリブなどの PARP1 阻害剤により、この PARP1 による 1
本鎖切断の修復機能を阻害すると、DNA 複製時に生じる DNA2 本鎖切断が修復できないた
め、がん細胞はアポトーシスを起こし死ぬことになる [15, 16]。 
 
 
 h-PARP1はアミノ末端から、それぞれ zinc fingerモチーフを持つ3つのDNA binding ド
メイン  [18, 19]、自己修飾部位やタンパク質間相互作用に重要な BRCT(BRCA1 
C-terminal)モチーフを持つ BRCT ドメイン （自己修飾ドメインとも呼ばれる）、機能制御
ドメインの WGR ドメイン、酵素活性を持つ PARP ドメイン [19]の６つのドメインから構









Fig. 4.  h-PARP1 のドメイン 
 h-PARP1は 1014アミノ酸残基からなるタンパク質で、アミノ末端から 3つの zinc finger




 近年、h-PARP1 と double strand DNA (dsDNA) の複合体の結晶構造解析が報告された
が(PDB IDs 4OQA, 4OQB, 4OPX, 4DQY)、この結晶構造では BRCT ドメイン及び DNA 
binding ドメインの zinc finger 2 が欠失しており、全体構造は未解明である [20]。さらに、
全長 h-PARP1（amino acid 1-1014）は nicked dsDNA 存在下で酵素活性が大きく上昇す
ることが報告されているが、酵素の濃度と活性の相関の生化学的解析から、その際 h-PARP1
が二量体を形成すると推定されている [21, 22]。また、h-PARP1 の DNA binding ドメイ
ン（amino acid 1-234）のみを用いた蛍光異方性 (fluorescence anisotropy) 測定からも
h-PARP1 が 5’ recessed DNA 存在下で二量体を形成することが予測されている[23]。ま
た、DNA が存在しない場合でも PARP1 の濃度が高くなると二量体を形成するとの報告も
ある [24]。 
 一方、上記の一部のドメインを欠失した h-PARP1 (Zn1 ドメイン + Zn3 ドメイン + 
WGR ドメイン + PARP ドメイン)の結晶構造では、単量体で DNA に結合している [15]。
さらに Small-angle X-ray scattering による研究で、h-PARP1 の DNA binding ドメイン + 
BRCT ドメイン (amino acid 1-486) は単量体として存在するとの報告もある [25]。 
 このように、全長の h-PARP1 が単量体として存在するのか二量体として存在するのか相
反する報告がなされている。さらに、nicked dsDNA の存在下での全長 h-PARP1 の 4 次構
造についての構造学的報告は全く無い。そのため h-PARP1 の全体構造を解明することは、
酵素の構造と機能の関係を理解し、より効果的な抗がん剤の開発につながるものとして重






h-PARP1 の 2 つのコンスラクトを用いての発現 
本研究では、2 つの発現ベクターを用いた。一つは、 h-PARP1 の大腸菌での発現が確認
されている発現ベクターで、N 末端に (His6)-(マルトース結合タンパク質)-(TEV 配列) を
結合した h-PARP1 を組み込んだもの (“1C-h-PARP1”)であり、Dr. Michael Ranes (The 
Institute of Cancer Research, London, UK) より供与していただいた (Fig. 5a)。もう一つ
は、h-PARP1 の N 末端にユビキチンを付加したもの (“ユビキチン付加 h-PARP1”)で、国
立がん研究センターの益谷 美都子博士より供与していただいた h-PARP1 cDNA に、長浜
バイオ大学西 義介教授研究室でユビキチン遺伝子を結合し pET-41a(+)ベクターに組み込
んだものである (Fig. 5b)。 
 
Fig. 5.  h-PARP1 の発現系 
 今回用いた発現系の図。(a) 1C-h-PARP1。N 末端に his タグとマルトース結合タンパク
質が付加されているが、これらの N 末端部分を TEV プロテアーゼ分解により切除し、全長
h-PARP-1 を得ることができる発現系。(b) ユビキチン付加 h-PARP1。全長 h-PARP1 cDNA




アガロース L03（TAKARA）を 1.5 g、NaCl を 1 g、Hipolypepton を 1 g、Yeast Extract
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を 0.5 g を純水に加え全量を 100 ml としてオートクレーブして溶解した。溶解後アガロー
スが固まらないうちに、カナマイシンが 50 μl/ml とクロラムフェニコールが 25 μg/ml にな
るように加えディッシュに流し、カナマイシン+クロラムフェニコールプレートを作成した。
Rosetta (DE3) pLysS 大腸菌の competent cells 20 μl に 1C-PARP1 プラスミド DNA 1 μl
を加え氷上で 30 分静置し、その後 42℃で 30 秒熱ショックを行い、氷上で 2 分間以上静置
した。SOC 培地(Novagen)を 300 μl 加え 37℃で一時間培養後、培養液 40 μl に LB 培地 80 
μl を加え 120 μl としこれをカナマイシン+クロラムフェニコールプレートにプレーティン
グし 37℃で一晩培養を行った。 
 プレート上に生じたコロニーを回収し、LB 液体培地（40 μl/ml カナマイシン、25 μl/ml
クロラムフェニコールを含む）100 mlを300 ml三角フラスコに加えた培養液に植菌し37℃
で一晩培養を行った。この培養液 2.5 ml を 250 ml の TB 培地（40 μl/ml カナマイシン、
25 μl/ml クロラムフェニコール）に加え 2 L の羽根付き三角フラスコ中で 37℃にて振とう
培養した。OD600が 1.0 以上になった時点で、ZnSO4を終濃度 0.1 mM になるように加え、
OD600が 2.0 以上になるまで 37℃にて振とう培養した。その後、培養液を 4℃で一時間冷却
した後、IPTG を終濃度 0.5 mM になるように加えて 18℃で一晩培養を行い、4,830 x g 
(6,000 rpm)、 10 分間の遠心にて集めた菌体ペレットを、-80℃にて精製開始まで保存した。
なお、用いた上清は、オートクレーブ後、含まれている ZnSO4は、NaOH を加えて pH を




1C-h-PARP1 菌体ペレット 2 g につき 4 ml の割合で Lysis 緩衝液を加え懸濁した。リゾチ
ームを終濃度 100 μg/ml となるように加え懸濁し超音波処理により溶菌を行った。超音波
処理は、氷水で容器を冷却しながら TAITEC 社の ULTRA5 ソニケータで Output Control 
４とし、5 秒間 on、5 秒間 off のサイクルを 110 回行った。溶菌液を 10,000 ×g で 90 分遠
心し上清を 0.45 μm シリンジフィルターで濾過した。 
 容積 5 ml の His Trap HP カラム（Nickel カラム）（GE ヘルスケア）によるアフィニテ
ィー精製を行うため、まずペリスタポンプを用い流速 4 ml/min で溶菌液上清を添加後、洗
浄液 [50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 500 mM NaCl, 10 mM イミダゾール, 1 mM DTT] にて
洗浄後、AKTAexplorer 10s（GE Healthcare）を用いてイミダゾールの直線濃度勾配（イ
ミダゾール濃度10 mM ～ 250 mMの濃度勾配）をかけて流速0.8 ml/minで溶出を行った。
His Trap HP カラムから約 100 mM のイミダゾール濃度で溶出された画分に、N 末端の
His-tag 配列を持った maltose binding protein を切り離すために、TEV プロテアーゼ 
(Abcam) 約 500 units を加え、透析液 [50 mM Tris-HCl(pH 7.5)、250 mM NaCl、0.5 mM 
DTT] 1 L を用いて 4℃、一晩透析しながら TEV 認識配列の切断を行った(Fig. 5a)。 
 透析後の画分を再度 His Trap HP カラムに添加し、20 ml の洗浄液 [50 mM Tris-HCl 
 9
(pH 7.5), 250 mM NaCl, 0.5 mM DTT] による「素通り画分」と 10 ml のイミダゾールを
含む押出液 [50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 50 mM イミダゾール, 250 mM NaCl, 0.5 mM 
DTT]による「押出画分」とで全長 PARP1 を溶出した。h-PARP1 は DNA に結合すること
から DNA と同様に負荷電を持った多糖類である heparin と結合することが考えられる。そ
こで Heparin-Sepharose カラムによるアフィニティー精製を以下に述べる手順で行った。 
上記の「素通り画分」と「押出画分」を集めて、ペリスタポンプの流速を 3 ml/min とし
て容積 5 ml の Hi Trap Heparin HP カラム（GE ヘルスケア）に吸着させた後に、洗浄液 
[50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 250 mM NaCl, 0.5 mM DTT] による洗浄を行った。その後、
AKTAexplorer 10s を用いて流速 0.8 ml/min で NaCl の直線濃度勾配（250 mM ～ 1 M の
濃度勾配）により精製を行った。精製された画分をさらに約１０倍 Amicon (分子量 10,000
以上を保持する)フィルターにて濃縮し、10 μM（h-PARP1 タンパク質濃度：約 1 mg/ml）
として電子顕微鏡サンプルとした。 
 
ユビキチン付加 h-PARP1 の形質転換と発現 
 2×YT 培地を、ミリ Q 水 800 ml に塩化ナトリウム 10 g (ナカライテスク株式会社)、乾
燥酵母エキス 20 g (ナカライテスク株式会社)、トリプトン 32 g (ナカライテスク株式会社)
を溶解し、ミリ Q 水にて 2,000 ml にメスアップした後、オートクレーブで滅菌処理して作
成した。無菌操作下において滅菌済み 2×YT 培地 30 ml に 25 mg/ml のカナマイシン (ナ
カライテスク株式会社)、34 mg/ml のクロラムフェニコール (ナカライテスク株式会社)を
それぞれ 30 μl ずつ加えた（カナマイシン終濃度 25 μg/ml、クロラムフェニコール終濃度
34 μg/ml）。これにユビキチン付加 h-PARP1 遺伝子を導入したリコンビナントベクター
pET-41a(+)で形質転換した大腸菌 (BL21 株、Rosetta 2、Novagen) 菌体を少量加え、振盪
器にて 14 時間 37℃で前培養を行った。 
 2×YT 培地 400 ml を 1,000 ml 三角フラスコに加え、これを 4 本作製しオートクレーブ
で滅菌処理した。無菌操作にて 25 mg/ml のカナマイシン、34 mg/ml のクロラムフェニコ
ールをそれぞれ 400 μl（カナマイシン終濃度 25 μg/ml、クロラムフェニコール終濃度 34 
μg/ml）、前培養液を 5 ml 加え振盪器にて 37℃で培養した。一時間ごとに分光光度計で吸
光度 (OD600値)を測定し OD600値が 0.6 以上になるまで培養した。OD600値が 0.6 以上にな
った後、発現確認のために各フラスコから 1.5 mlずつ培養液を回収し、-80℃で保存した (以
下、”未発現サンプル”と呼ぶ)。この後、1 M イソプロピル-β-D-チオガラクトピラノシド 
(IPTG、ナカライテスク株式会社) を 400 μl ずつ各フラスコに加え（IPTG 終濃度 1 mM）、
振盪器にて 3 時間 37℃で培養した。発現確認のために各フラスコから 1.5 ml ずつ培養液を
回収し、-80℃で保存した (“発現サンプル”と呼ぶ)。残った培養液を 50 ml 遠沈管 4 本に 40 
ml ずつ分注し、16,000×g、4℃で 2 分間遠心し上清を除いた。同様の操作を繰り返し遠沈
管 4 本の沈殿画分にすべての菌体を集めた。その後、各遠沈管に 1×phosphate buffered 
saline (PBS(－))を全量が約 8 ml 程度になるように加え懸濁した後、一本の遠沈管にまとめ
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全量約 32 ml として、-80℃で保存した（”精製用発現サンプルストック”と呼ぶ）。 
 
 
ユビキチン付加 h-PARP1 の精製 
 -80℃にて保存した”精製用発現サンプルストック”を 37℃ウォーターバスで解凍した。
10,000×g、4℃で 5 分間遠心し上清を取り除き BugBuster (東京化成工業株式会社) 7.5 ml
を加え、20 分間室温でローテートした。16,000×g、4℃で 20 分間遠心し溶菌した上清を
15 ml ファルコンチューブに回収した。 
 精製第一段階として、容積 5 ml の Hi Trap Heparin HP カラムを Heparin-Sepharose
用平衡化緩衝液 (50 mM Tris-HCl、1 mM DTT、pH 8.0) に200 mM NaClを加えた溶液 25 
mlで洗浄した後に、Heparin-Sepharose用平衡化緩衝液を 25 ml通し平衡化した。その後、
上記の BugBuster 処理サンプルを 7.5 ml 通した。その後ポンプを用いて、
Heparin-Sepharose 用平衡化緩衝液と 2 M の NaCl を添加した Heparin-Sepharose 用溶出
緩衝液を用いて流速 0.24 ml/min の NaCl の直線濃度勾配で溶出を行った [27]。 
 精製第二段階として、PARP 阻害剤である 3-アミノベンズアミド (3-AB)結合カラムによ
るアフィティー精製を行うため、カラムを以下の手順で作成した。ECH Sepharose 4B (GE 
Healthcare) 5 ml を、ミリ Q 水を塩酸 (ナカライテスク株式会社)で pH4.5 に調節した溶液
100 ml で懸濁、洗浄した。続けて、0.5 M NaCl 100 ml で洗浄した。3-AB (東京化成工業) 
0.1 g を 1 ml のメタノールに溶解し、洗浄した ECH Sepharose 4B に全量加えた。N-(3-
ジメチルアミノプロピル)-N'-エチルカルボイミド塩酸塩 (Sigma-Aldrich) 0.2 g を MilliQ
水 1 ml に溶かし、ECH Sepharose 4B に加えた。塩酸を用いて ECH Sepharose 4B 懸濁
液の pH を 4.5 に調整し、ミリ Q 水を用いて 10 ml にメスアップした。この ECH Sepharose 
4B を 4℃で１時間ローテートを行った後、水酸化ナトリウム (ナカライテスク株式会社)を
用いて pH を 4.5 に調製し、さらに 4℃で一晩ローテートを行った。翌日、ECH Sepharose 
4B を 0.1 M 酢酸緩衝液(0.1 M 酢酸ナトリウム三水和物 (和光純薬工業)、0.5 M NaCl 、
pH4.0) 100 ml で第１回洗浄、0.1 M Tris 緩衝液(0.1 M Tris、0.5 M 塩化ナトリウム、pH8.0) 
100 ml で第２回洗浄、ミリ Q 水で第３回洗浄した後、4℃で遮光保存した。 
 上記の 3-AB カラムを用いて、以下の手順で第２段階精製を行った。3-AB カラム用平衡
化緩衝液{100 mM Tris-HCl、14 mM 2-メルカプトエタノール (ナカライテスク株式会社)、
0.5 mM エチレンジアミン四酢酸 (ナカライテスク株式会社)、0.5 mM フッ化フェニルメ
チルスルホニル (ナカライテスク株式会社)、pH7.5} に 100 mM NaCl を加えた溶液 13 ml
でカラムを洗浄した後、3-AB カラム 2.5 ml に 3-AB カラム用平衡化緩衝液を 13 ml 通し平
衡化した。Heparin-Sepharose カラムから溶出された h-PARP1 を含むサンプルを 3-AB カ
ラム用平衡化緩衝液で２倍に希釈し、3-AB カラムにアプライした。3-AB カラム用平衡化
緩衝液と 3-AB カラム用溶出緩衝液｛3-AB カラム用平衡化緩衝液、400 mM NaCl 、 2 mM 
3-メトキシベンズアミド(和光純薬工業)｝との濃度勾配により流速 0.24 ml/min でペリスタ
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ポンプによる溶出を行った[28]。 
 精製第三段階の 1 つとして、3-AB カラムクロマトグラフィーによって精製したサンプル
を、3-AB カラム用平衡化緩衝液で平衡化した FPLC 用ゲル濾過カラム（Superdex 200、
GE Healthcare）に載せ、AKTAexplorer 10s（GE Healthcare）を用いて同じ 3-AB カラ
ム用平衡化緩衝液によるゲル濾過を行った。各溶出サンプルはフラクションコレクターを
用いて 15 ml ファルコンチューブに回収した。各行程においての流速はすべて 0.25 ml/min
で行った。 
 同じく精製第三段階の 1 つとして、ストレプトアビジンカラムによる DNA 複合体のアフ
ィニティー精製も検討した。まずストレプトアビジンカラム担体 100 ml を 1.5 ml マイク
ロチューブに取り、2,000×g、１分間遠心し、上清を除いた。ストレプトアビジン用洗浄
緩衝液（100 mM potassium phosphate、150 mM NaCl、pH 7.2）500 μl をマイクロチュ
ーブに加え、緩やかに撹拌してから 2,000×g、１分間遠心し、上清を除いた。ストレプト
アビジン用平衡化緩衝液（100 mM potassium phosphate、150 mM NaCl、400 mM 
ammonium sulfate、pH 7.2）200 μl をマイクロチューブに加え緩やかに撹拌した。 
 3-AB 溶出サンプルに nicked dsDNA 又は dsDNA サンプルをそれぞれ 1.8 μM、3.6 μM、
9 μM)の DNA 濃度に調製した溶液 100 μl に 3×ストレプトアビジン用平衡化緩衝液（300 
mM potassium phosphate、450 mM NaCl、1.2 M ammonium sulfate、pH 7.2）を 50 μl
加え全量 150 μl のサンプルとした。ストレプトアビジンカラムを入れたマイクロチューブ
の上清を除き、そこに上記のサンプルを加え緩やかに撹拌した。後述の様に、これらの
nicked dsDNA 又は dsDNA サンプルは PCR による調整の際、フォワードプライマーにビ
オチンを結合させている。 
 その後、2,000×g、１分間遠心し、上清を除いた（素通り画分）。ストレプトアビジン用
洗浄緩衝液 500 μl をチューブに加え緩やかに撹拌した。2,000×g、１分間遠心し、上清を
除いた（洗浄画分 1）。同様の操作をもう一度行った（洗浄画分 2）。ストレプトアビジンカ
ラム用溶出緩衝液（100 mM potassium phosphate、150 mM NaCl、2 mM D-biotin、pH 7.2）
を 100 μl をチューブに加え緩やかに撹拌した。2,000×g、１分間遠心し、上清を溶出画分
として回収した（溶出画分 1）。同様の作業をもう一度行った（溶出画分 2）。 
 
Lowry 法によるタンパク質量の測定  
 精製の各段階におけるタンパク質の発現および濃度はLowry法により確認を行った[29]。
1×PBS(－) 1,250 μl と Lowry 法用 6×サンプル緩衝液 250 μl を混合し、Lowry 法用 1×サ
ンプル緩衝液 1,500 μl を作製した。BSA 10 mg を Lowry 法用 1×サンプル緩衝液 100 μl
に溶解し 100 mg/ml BSA 溶液を作製し Lowry 法用 1×サンプル緩衝液を用いて 1, 0.5, 0.1 
mg/ml BSA 基準溶液を作製した。試薬 A (BIO-RAD) 1,470 μl と試薬 S (BIO-RAD) 30 μl
との混合液を 1,500 μl 調製し、この混合液を 1.5 ml マイクロチューブにそれぞれ 50 μl ず
つ分注し、コントロールとして 1 本に Lowry 法用 1×サンプル緩衝液を、検量線作成用と
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して 0.1 mg/ml BSA、0.5 mg/ml BSA、1 mg/ml BSA、10 mg/ml BSA をそれぞれ 3 本ず
つ、サンプル測定用としてサンプル溶液を各 2 本用意した。これらの溶液 5 μl に対して試
薬 B (BIO-RAD) 400 μl を各マイクロチューブに加え、遮光で 15 分間静置後、分光光度計
で 750 mm における吸光度を元に検量線を作製し各測定サンプルの濃度を計算した。 
 
Image J による CBB 染色 SDS ポリアクリルアミドゲル結果の純度計算 
 h-PARP1 の純度を、SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動後、CBB 染色を行ったゲル
を用いて Image J により各バンドの色の濃さから計算を行った。まず Image J の四角選択
ツールで純度計測を行う一番始めのレーンを選択した。その後 Analyze  Gels  Select 
First lane コマンドにより第一レーンの選択を決定した。第一レーンの選択を行った四角選
択枠を次に計測を行うレーンに移動しAnalyze  Gels  Select Next laneコマンドにより
次のレーンの決定をした。更に計測するレーンについては同様の操作を繰り返した。






ユビキチン付加 h-PARP1 の活性測定 
ユビキチン付加 h-PARP1 の自己ポリ ADP-リボシル化（自己修飾）活性の測定のために、
3-AB カラムからの h-PARP1 溶出液 1 μl に、基質として 100 mM NAD+ 5 μl、コファクタ
ーとして 100 mM MgCl2 5 μl、ポリ ADP-リボシル化の誘導のための 125 μg/ml sonicated 
salmon sperm DNA 1 μl、および 3-AB カラム用平衡化緩衝液 48 μl を混合し、30 分常温
で静置した [30]。このサンプルについて、7.5%ポリアクリルアミドゲルを用いた SDS ポ




リガンド dsDNA 及び nicked dsDNA の作成 
h-PARP1 のリガンドとして、105 bp の nicked dsDNA サンプルを作成した (Fig. 6)。
pET-41a(+) 上で nick restriction enzyme である Nb.BtsⅠの認識配列(GCAGTG)を中央部
に持つ全長 105bp を増幅する様に設計したビオチン標識フォワードプライマー(5’-biotin- 
GCCGATTCATTAATGCAGCTGG-3’) お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー
（5’-GATCCCGGTGCCTAATGAGTG-3’）を、Pfu Turbo ポリメラーゼを加え 95℃で 2 分
反応させた後、95℃で 30 秒、55℃で 30 秒、72℃で 1 分間反応させる操作を 30 サイクル
行った後、72℃で 10 分間反応させた。増幅された dsDNA を Wizard SV Gel and PCR 
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Clean-UP System (Promega)を用いて精製し、制限酵素（Nb.BtsⅠ、New England Biolabs）
で反応（37℃、4 時間）させ 105 bp の nicked dsDNA を調製した。調製した nicked dsDNA




Fig. 6.  Nicked-dsDNA サンプル 




ユビキチン付加 h-PARP1 と DNA 結合のネイティブ PAGE による確認 
 h-PARP1 への DNA の結合の確認を行うため、ネイティブ PAGE によるゲルシフトアッ
セイを行った。ゲル板の組み立てを行い、コームを差し込んだ位置から 1 cm 下のところに
印をつけた(二枚)。分離ゲル作成用の遠沈管に MilliQ 水 8.64 ml、1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) 
4.50 ml、30% アクリルアミド溶液 4.50 ml を加えた。さらに 10% APS 180 μl 、TEMED 
20 μl を加え、ゲル板に記した印の所まで流し込み、上から 1 ml の MilliQ 水を加えた。濃
縮ゲル作成用の遠沈管に MilliQ 水 4.30 ml、0.5 M Tris-HCl (pH 6.8) 1.80 ml、30% アク
リルアミド溶液 0.96 ml、10%APS 72 μl、TEMED 20 μl を加えた。これをゲル板の MilliQ
水を取り除いてからゲル板に流し込み、コームを差し込んだ後静置し、ゲル固化後ガスケ
ットを外した。泳動槽の陽極側に 0.1 M Tris-HCl (pH 7.8)を加え、ゲルを泳動槽にセット
した後、陰極側に 0.068 M グリシン-0.053 M Tris-HCl (pH 8.9)を加えた。 
 泳動サンプルとしての 3-AB カラム溶出サンプルに、4×loading 緩衝液（40 %グリセロ
ール、0.4 % BPB、0.2 M Tris-HCl、pH 6.8）2.5 μl を混合して全量が 10 μl になった時点
の濃度がそれぞれ、125 μM h-PARP1、125 μM h-PARP1 + 9 μM nicked dsDNA、125 μM 
h-PARP1 +18 μM nicked dsDNA、125 μM h-PARP1 + 45 μM nicked dsDNA とした。マ
ーカーとして h-PARP1 とほぼ同じ分子量であるβ-D-ガラクトシダーゼを用いた。各サン
プルをアプライ後、ゲル１枚につき 10 mA で泳動を行った。 
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ユビキチン付加 h-PARP1 結晶化条件の探索 
 精製したユビキチン付加 h-PARP1 精製サンプルについて京都大学 iCeMS コンプレッ
クス 2 森川研究チームの津中 康央、森川 耿右両博士の協力の下、mosquito®を用いたシ
ッティングドロップ蒸気拡散法による h-PARP1 の結晶化条件の探索を行った。96 穴結晶
化プレートのウェルにリザーバー溶液を 40 μl ずつ加え、サンプルストリップに h-PARP1
精製サンプル溶液を 4 μl ずつアプライした後、mosquito によりサンプル溶液 200 nl、リザ
ーバー溶液 200 nl の合計 400 nl のドロップを各ウェルに作成した。リザーバー溶液として




h-PARP1 の電子顕微鏡単粒子解析   
 h-PARP1 のネガティブ染色法による電子顕微鏡単粒子解析を行った。Heparin カラムに
よる精製 1C-h-PARP1 (タンパク質濃度 1.2 mg/ml)に、dsDNA または nicked dsDNA を加
え、5 μM h-PARP1、0.25 μM DNA となるように調整した（50 mM Tris-HCl, pH7.5, 125 
mM NaCl, 0.5 mM DTT）。3-AB カラムで精製したユビキチン付加 h-PARP1 (タンパク質
濃度 2.5 mg/ml) には、nicked dsDNA または、nicked dsDNA を 終濃度 12.5 μg/ml と
なるように添加したのち、3-AB カラム用平衡化バッファーで 100 倍希釈を行い、5 μM h- 
PARP1、0.18 μM DNA に調製した。 
イオンスパッタ装置にて親水化したカーボン膜張グリッドにこれらの溶液 3 μl を乗せ、3 
drop の 2 % 酢酸ウラニル溶液を混合し、自然乾燥させた (Fig. 7a)。このカーボン膜張グ
リッドを用いて、九州大学 生体防御医学研究所 附属生体多階層システム研究センターの
電子顕微鏡（JEM1010、JEOL(日本電子)）を用いて、加速電圧 100kV、ピクセルサイズ 5.1 
Å/pixel で測定した (Fig. 7b)。倍率はタバコモザイクウイルスを用いて calibration した。











 粒子像 (box サイズ 64 x 64 ピクセル) のピックアップ、クラス平均化、common-line 
method による３次元再構成マップの合成は EMAN2 を用いて行った [32]。分解能の評価
は Fourier shell correlation (FSC) 法で行った。 
 h-PARP1 分子モデルは、h-PARP1 ドメインの結晶構造を UCSF Chimera を用いて手
動で３次元再構成マップにフィティングすることで構築した (Fig. 8)。全長 h-PARP1 モデ
ルの構築のために用いた結晶構造は、PDB コード 4DQY ( A~C 鎖、Zn 1 ドメイン、Zn 3 ド











決定する。オイラー角を元にクラスアベレージ像を逆射影 Back projection することで三次
元の密度マップを作成する。この過程を三次元再構成という。通常、三次元再構成により
作成された密度マップは低分解能で、そのまま分子の構造モデルを推定することは困難な








Dr. Ranes らによるプロトコールに従って、His Trap HP カラム（Nickel カラム）での
精製、TEV プロテアーゼ処理、2 回目の His Trap HP カラムでの精製を経て、Hi Trap 
Heparin HP カラムでの NaCl 濃度勾配による精製の結果、NaCl の濃度が約 600 mM 付
近に単一のピークとして h-PARP1 が溶出されたことが、7.5% SDS-PAGE で確認された
(Fig. 9)。なお精製された全長の１C-h-PARP1 は、精製度は 90％以上と推定された。 
 
1C-h-PARP1 
Fig. 9.  1C-h-PARP1 の Heparin-Sepharose カラムクロマトグラフィーによる結果 
 全長 h-PARP1 の Hi Trap Heparin HP による溶出後、各溶出フラクションの 2% (v/v)を




ユビキチン付加 h-PARP1 の発現確認 
 pET-41a(+) h-PARP1 ベクターで形質転換した大腸菌 BL21 株による”発現サンプル”と 
”未発現サンプル”を、SDS-PAGE で分離後、CBB 染色と、抗 h-PARP1 抗体 (C 末端を検
出できる F2 抗体)を用いたウエスタンブロッティングで h-PARP1 の発現確認を行った。 
”未発現サンプル”ではバンドが見られなかったが、”発現サンプル”では CBB 染色で、





Fig. 10.  ユビキチン付加 h-PARP1 発現結果 




ユビキチン付加 h-PARP1 の精製結果 
 1 段階目の精製として Heparin-Sepharose カラムクロマトグラフィーをおこない、各サ
ンプルを SDS-PAGE を行ったのち、CBB 染色と、抗 h-PARP1 抗体(F2 抗体)を用いたウエ
スタンブロッティングで確認を行った。 
 CBB 染色で溶出画分 4 に h-PARP1 が確認できた（Fig. 11a、Elution 4）。また、ウエス
タンブロッティングでも同サイズの位置にバンドが確認できた（Fig. 11b、Elution 4）。ま
た、この Heparin-Sepharose カラムから NaCl の塩濃度勾配で溶出すると、約 600 mM～
625 mM NaCl の濃度付近で h-PARP1 が多く溶出することが確認できた（Fig. 11c）。 
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Fig. 11.  ユビキチン付加 h-PARP1 の Heparin-Sepharose カラムクロマトグラフィーに
よる精製 
 (a) CBB 染色の結果。 各レーンは h-PARP1 発現条件として Induce－が IPTG 未添加の
サンプル、Induce +が IPTG 添加後３時間経過時のサンプルである。Input は BugBuster
溶菌処理による未精製添加サンプル、Flow-through は素通り画分、Wash はカラム洗浄画
分を示す。Elution 1、2 は 500 mM NaCl で、Elution 3、4 が 1 M NaCl でいずれも濃度
勾配をかけずに溶出したサンプルを示す。(b) 同ゲルを抗 h-PARP1 抗体 (F2 抗体)を用い
てウエスタンブロッティングした結果。(c) 同 Induce +のサンプルを NaCl 濃度勾配で溶出
した画分のうち、NaCl 濃度 500 mM～750 mM の画分の SDS-PAGE の結果。それぞれの
画分の 0.2% (v/v)を泳動した。Marker はいずれもプレステインドタンパク質マーカーを用
いている。ユビキチン付加 h-PARP1 の溶出位置を矢頭で示した。 
 
 
 Heparin-Sepharose カラムクロマトグラフィーで精製を行ったサンプルに対し、2 段階
目の精製として 3-AB カラムクロマトグラフィーをおこない、各溶出画分を SDS-PAGE を
行ったのち、CBB 染色と、抗 h-PARP1 抗体 (Purified Mouse Anti-PARP、BD Transduction 
Laboratories)を用いたウエスタンブロッティングで精製度の確認を行った。 
 CBB 染色で、溶出画分 1 に h-PARP1 が確認できた（Fig. 12a、Elution 1）。また、ウエ
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スタンブロッティングでも同サイズの位置にバンドが確認できた（Fig. 12b、Elution 1）。
また、同じく 3-AB カラムから 3-メトキシベンズアミドの濃度勾配での溶出を行うと 3-メ
トキシベンズアミド濃度が約 0.55 mM～0.91 mM の付近で h-PARP1 の溶出が確認できた
（Fig. 12c）。この時点での h-PARP1 の純度は Image J を用いて各バンドの色の濃さから
計算したところ、3-AB カラム溶出サンプル内のタンパク質における全長 h-PARP1 含有量
は 24%(w/w)となった。 





Fig. 12.  ユビキチン付加 h-PARP1 の 3-AB カラムクロマトグラフィーによる精製 
 (a) CBB 染色の結果。 各レーンは h-PARP1 発現条件として Induce－が IPTG 未添加の
サンプル、Induce +が IPTG 添加後３時間経過時のサンプルである。Input は BugBuster
溶菌処理による未精製添加サンプル、Flow-through は素通り画分、Wash はカラム洗浄画
分を示す。Elution 1、2 共に 0.5 mM 3-メトキシベンズアミドで濃度勾配をかけずに溶出
したサンプルを示す。(b) 同ゲルを抗 h-PARP1 抗体 (F2 抗体)を用いてウエスタンブロッ
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ティングした結果。(c) 同 Induce +のサンプルをそれぞれ 3-メトキシベンズアミドの濃度
勾配で溶出した画分のうち、3-メトキシベンズアミド濃度 0 mM～1.33 mM 画分の





ユビキチン付加 h-PARP1 の発現と酵素活性測定 
 h-PARP1 が正常な構造を維持しているか確認するために、酵素活性測定を行った。h- 
PARP1 は nicked dsDNA 存在下で活性化され、NAD+を基質として自己ポリ ADP-リボシ
ル化により、BRCT ドメインに poly(ADP-ribose) を付加する。h-PARP1 に nicked dsDNA
と基質を加え 30 分反応させた反応液を SDS-PAGE で分離し、抗 poly(ADP-ribose) 抗体を
用いたウエスタンブロッティングで確認を行った。その結果 h-PARP1 が NAD+を基質とし




Fig. 13.  ユビキチン付加 h-PARP1 の活性測定 
 抗 PAR 抗体を用いた h-PARP1 の自己修飾反応生成物の Western blot による活性測定。
タンパク質量は、レーンの左から順に 9.5 μg、6.3 μg、3.2 μg、2.1 μg、1.6 μg である。






Hi Trap Heparin HP カラムで精製した 1C-h-PARP1 を用いて、電子顕微鏡単粒子解析
を２回試みた。１回目は、Hi Trap Heparin HP カラム による精製画分の h-PARP1 を 37 
μM まで濃縮して、dsDNA を添加せずに h-PARP1 のみを電子顕微鏡にて観察したところ、
大きな塊が多く認められ、EMAN2 を用いて 1,000 程度の画像をピックアップしたが、明
瞭な電顕像は得られなかった。２回目は、h-PARP1（終濃度 5 μΜ ）に dsDNA（終濃度 2.5 
μΜ ）または、nicked dsDNA（終濃度 2.5 μΜ ）を加えて観測した結果、nicked dsDNA を
加えた場合にかろうじてタンパク質らしき像が観察されたが、分子の形状ははっきりせず、
この写真からのデータ処理は不可能であった (Fig. 14)。 
 
Fig. 14.  1C-h-PARP1 精製サンプルの電子顕微鏡像 





 この原因を調べる為に、10 μΜ の1C-h-PARP1 に等しい容量の純水を加えた場合
（h-PARP1 終濃度 5 μΜ ）では、沈殿はみられないものの、10 μΜ h-PARP1 に等しい容量
の 5 μΜ dsDNA 溶液を加えた場合（h-PARP1 終濃度 2.5 μΜ ）や、10 μΜ h-PARP1 に等
しい容量の 10 μΜ  nicked dsDNA 溶液を加えた場合（h-PARP1 終濃度 2.5 μΜ 。それぞれ
の溶液の 終組成は 25 mM Tris-HCl (pH 7.5), 125 mM NaCl, 0.25 mM DTT）で、室温
10 分間で肉眼により淡い沈澱が認められた。さらに、４℃、16,000 x g 2 時間の遠心によ




Fig. 15.  1C-h-PARP1 の沈殿確認 
 全長 h-PARP1（終濃度 5 μΜ ）及び、全長 h-PARP1（終濃度 5 μΜ ）に dsDNA（終濃
度 2.5 μΜ ）、nicked dsDNA（終濃度 2.5 μΜ ）を加えた試料について、遠心後の上清画分
の 20%と沈殿画分の 100%を、それぞれを 7.5% SDS-PAGE で分離後 CBB 染色を行った。





ないものであると判断された。そのため、以降はユビキチン付加 h-PARP1 について、X 線
結晶解析および電子顕微鏡単粒子解析による立体構造解析を行った。   
ユビキチン付加 h-PARP1 のサンプルを用いて、シッティングドロップ蒸気拡散法による
結晶化条件の予備的探索を行ったが、結晶成長は確認できなかった。 
そこで 3-AB カラムにより精製したユビキチン付加 h-PARP1 に dsDNA または nicked 
dsDNA をそれぞれ加えたものをネガティブ染色し電子顕微鏡で観察した (Fig. 16)。h- 
PARP1 の精製度が十分でないことを反映して、電顕像は十分な単分散性を示さなかったが、
いずれの試料もおいても、h-PARP1 が二量体を形成している事を示唆するリング状の像が





Fig. 16.   h-PARP1 の電子顕微鏡写真 
 (a) Nicked dsDNA を加えた h-PARP1 サンプルのネガティブ染色像。インセットは、予
測された二量体 h-PARP1 粒子の拡大図を示す (矢頭)。(b) dsDNA を加えた h-PARP1 サン
プルのネガティブ染色像。Scale bar は 50 nm を示す。 
 
 
 64 枚の電子顕微鏡像から EMAN2 を用いて、4791 個の粒子像を手動で選択し、それら
の粒子像をクラスター分類し、31 個のクラス平均化像を作成した(Fig. 17)。得られたクラ
ス平均化像の多くは 2 回対称性を示した。 
 
 
Fig. 17.   h-PARP1 のクラス平均化像 
 h-PARP1 粒子のクラス平均化像。白い点で示されたクラスは初期モデル構築に用いた。 
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密度マップのフーリエ関数係数（Fourier shell correlation : FSC）の相関係数が一定値を
下回る波数で定義される。今回は相関係数 0.5 を閾値として用いて分解能は 28Åと評価さ
れた(Fig. 19a)。また、粒子像のオイラー角の分布は、概ね全域に分布が認められることか




Fig. 19.   h-PARP1 の FSC とオイラー角分布 
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称に配置した３次元再構成像)が得られた(Fig. 20)。h-PARP1 の部分構造である DNA 結合
ドメインが nicked dsDNA と結合する際に二量体を形成することを示唆する報告があるが 
[33]、これまでに h-PARP1 の個々のドメインまたは、複数のドメインを欠失させた部分構
造の結晶構造解析の結果[20]は単量体を示唆するものであった。今回の結果は、全長の h- 
PARP1 が二量体を形成することを示した 初の構造生物学的な知見である。 
  
h-PARP1 の分子モデルのフィッティング  
本研究で得られた全長 h-PARP1 の３次元再構成像は二量体構造を示したが、低分解能で
あり、信頼性のある原子モデルの構築は困難であった。そこで、現時点ではもっとも全長
構造に近いBRCT ドメイン及びDNA binding ドメイン中の zinc finger 2 ドメインを欠失
した h-PARP1 の結晶構造 [20] が、本研究で得られた密度マップにフィッティング可能か
試みた。この結晶構造では h-PARP1 は 4DQY A~C 鎖に分割されているが、結果として A
〜C 鎖の相対配置を保ったままでのフィッティングは困難であった。このことから、少なく
とも二量体形成時にはドメインの再配置が起こることが予想された。  




そこで、PARP ドメインが密度マップ中央で相互作用しているモデル (Fig. 19) を出発点
として、その他のドメインを手動で３次元再構成像にフィッティングし、さらに、発表さ
れた結晶構造 [20]では欠けている部分については、別に単独で決定された BRCT ドメイン
（PDB 2COK）及び zinc finger 2 ドメイン (PDB 2L31) の立体構造を用いて密度マップ
の空いている領域に、ドメイン間のペプチドの連続性を考慮しながら当てはめることがで




Fig. 20.   h-PARP1 密度マップへのフィッティングモデル  
 (a) h-PARP1 二量体の密度マップに Zn1 (青)、Zn2 (黄緑)、Zn3、(紫)、BRCT (黄色)、
WGR (緑)、PARP (橙) ドメインの結晶 / NMR structure をフィッティングしたモデル。(b) 
密度マップを除いた同じモデル。なお 下段には、PARP ドメインの二量体モデルの上サ
ブユニットとの比較のために、従来報告されている PARP1 結晶構造（PDB 4DQY）[20]








造では、ポリ ADP-リボシル化反応の活性に関わる PARP ドメイン、WGR ドメイン、BRCT
ドメインがサブユニット間インターフェースを形成することが示された。二量体形成には
これら 3 つのドメインが必要と考えられるが、これまでこれら 3 つのドメインをすべて備
えた試料による構造解析の報告例はない。このことから、今回初めて二量体の構造解析に
成功した理由が説明できる。また、予測された二量体構造では、Zn1 ドメイン, Zn2 ドメイ
ンなどの DNA 結合ドメインは複合体の周辺部位に位置しており、DNA と相互作用が可能
であると予想される。しかし、密度マップからは nicked dsDNA の結合は観測されなかっ
た。このことから、本研究で解明された二量体構造 (Fig. 21a) は、ポリ ADP-リボシル化
活性を持った構造に移行する前の休止状態であるレスティング (resting)構造と推定される。
あるいは、DNA 結合ドメインが周辺部位に露出していることから、DNA 上で損傷部位を
検索できるスキャンニング (scanning) 構造の可能性も考えられる (Fig. 21b) 。 
 
 
Fig. 21.   h-PARP1 構造の予測モデル  
 
一方、全長 1C-h-PARP1 発現系を用いた精製 1C-h-PARP1 の電子顕微鏡解析を試みた。
しかし、活性化に必要である nicked dsDNA や dsDNA 存在下で h-PARP1 が著しい沈殿を
形成したため、構造解析は成功しなかった。この理由として、ごく 近 NMR 測定や AFM
測定により提唱された PARP1 の複雑な構造変化モデルが関与しているのではないかと考










Fig. 22.   1C-h-PARP1 沈殿の推察モデル 
 
また、本研究では N 末端にユビキチンを付加した h-PARP1 の電子顕微鏡単粒子解析を
行った。この二量体構造で nicked dsDNA の結合が観測されなかった理由として、試料に
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